VfcK I HAU UDCH UIC in I CPIINM I HJINMI-C LUOHiwmuwnDbi ■ 

. AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS I 




PCT 

INTERNATION ALER VORLAUFIGER PRijFLTNGSBERICHT 
(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



NOV 8 1999^ 
TECH CENTER 1600^9 



Aktenzeichen des Anmelders oder An waits 
5402P132W0 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 97/ 05454 


Internationales Anmeldedatum 
( TaglMonat/Jahr) 

04/10/1997 


Prioritatsdatum ( TagiMonat/Jahr) 
22/10/1996 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 

C12Q1/68 


Anmelder 

EBERHARD-KARLS-UNIVERSITAT TUBINGEN . . . ET AL. 



1. Der Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behbrde erstellt und wird dem Anmelder gemafl Artikel 36 ubermittelL 



Dieser BERICHT umfaflt insgesamt 

□ 



Blatter einschliefllich dieses Deckblatts. 



AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behbrde vorgenorn- 
menen Bench tigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 



Diese Anlagen umfassen insgesamt a 



Blatter. 



3. 



Dieser Bericht enthalt Angaben und die entsprechenden Seiten zu foigenden Punkten: 

I [X] Grundlage des Berichts 
II Q Prioritat 

III Q Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V fx] Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtUch der Neuheit, der erftnderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI Q Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
VII [S(] Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
VIII ^ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
27/04/1998 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

2 2. 01. 99 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behbrde 

^ Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
^fft NL-2280 HV Rijswijk - Niederlande 
Off) Tel.: ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl 
i££r Fax: f + 3 1 -70} 340-30 1 6 


Bevollmachtigter Bediensteter ff 

Molina Galan E. 
Tel. J><Ql$bO 



4 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP97/05454 



I. Grundlage d s Berichts 

1 Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgetegt 
warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht' und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthatten.) 

IU der internationalen Anmeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung 



□ der Beschreibung. Seite 
Seite 
Seite 



in der ursprunglich eingereichten Fassung 
. eingereicht mit dem Antrag 
. eingereicht mit Schreiben vom 



□ der Anspruche, Nr. 

Mr 

Nr. 
Nr. 



in der ursprunglich eingereichten Fassung 



t Har nof»h Ar+ilral 1Q nanneiarian Ffl<;£iinn 



. eingereicht mit dem Antrag 
. eingereicht mit Schreiben vom 



□ der Zeichnungen, Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 
Blatt / Abb. 



in der ursprunglich eingereichten Fassung 
. eingereicht mit dem Antrag 
. eingereicht mit Schreiben vom 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefaiien: 

□ Beschreibung: Seite 

□ Anspruche: Nr. 

□ Zeichnungen: Blatt/Abb. 



□ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden : da diese aus den im Zusatzfeld 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich eingereichten Fassung 
hinausgehen (Regel 70.2 c)). 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



Formblart PCT/I PEA/409 (Fe!d I) (Januar 1994) Bfatt 1 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP97/05454 


V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35 (2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 


gew rblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


1. Feststellung 








Neuheit 


Anspruche 


1-20 


JA 




Anspruche 




NEIN 


Erfinderische Tatiakeit 


Anspruche 


c R nnri Q-1 Q 


JA 




Anspruche 


1-4, 7, 8 und 20 


NEIN 


Gewerbliche Anwendbarkeit 


Anspruche 


1-20 


JA 




Anspruche 




NEIN 


2. Unterlagen und Erklarungen 









2.1 STAND DER TECHNIK (Regel 64.1 - 64.3 PCT) 



D1 : Biochem. Soc. Transact., vol. 1 8, 1 990, 1 22-1 31 , Vanden Bossche et al. 

D2: US-A-5 426 026, Jordan 

D3: Nuc. Ac. Res., vol. 17, 1989, 804, Lai and Kirsch 

D4: Surgery, vol. 108, 1990, 338-347, Buchman et al. 

D5: WO-A-92/03455, Isis Pharmaceutics 

2.2 NEUHEIT (Artikel 33(2) PCT) 

2.2.1 Die vorliegende Anmeldung erfullt das in Artikel 33(2) PCT genannte Kriterium, weil der 
Gegenstand der Anspruche 1 -20 im Hinblick auf den in der Ausfuhrungsordnung 
umschriebenen Stand der Technik (Regel 64.1 - 64.3 PCT) nicht vorkommt. 

2.3 ERFINDERISCHE TATIGKEIT (Artikel 33(3) PCT) 

2.3.1 Dokument D1 , das als nachstliegender Stand der Technik angesehen wird, offenbart, 

daB eine Mutation in P45014DM (14-a-Lanosterol-Demethylase-Gen) aus S. cerevisiae 
mit Azolderivat Resistenz zusammenhangt (vgl. Seite 57; "Resistance to azole antifun- 
gals"). Der Gegenstand des Anspruchs 1 unterscheidet sich von D1 dadurch, da(3 
Azolderivat resistente-Pilzzellen nachgewiesen werden. 



Fomblan PCT7IPEA/409 (Fold V) (Januar 1994) Blan 1 
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Internationales Aktenzeichen 
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PCT/EP97/05454 



2.3.2 Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 
werden, daf3 ein Verfahren zum Nachweis von Azolderivat resistente Pilzellen bereit- 
gestellt wird. Die Losung ist der Einsatz von Sonden die Resistenz-verantwortliche 
Mutationen nachweisen konnen. 



2.3.3 Die in Anspruch 1 der vorliegenden Anmeldung vorgeschlagene Losung kann aus 
folgenden Grunden nicht als erfinderisch betrachtet werden (Artikel 33(3) PCT): 

2.3.3.1 Der allgemeine Einsatz von Sonden fur den Nachweis von Mutationen, mit eventuell 
zusatzlicher (PCR) Amplifizierung, ist dem Fachmann bekannt. D2 zum Beispiel 
beschreibt den Einsatz von Gattungs-spezifischen Sonden, die innerhalb eines mit 
unspezifischen primern amplifiziertes Nukleinsaure-Fragmentes hybridisieren. Somit 
wird die Gattung verschiedener Candida Proben festgestellt. Die Unterschiede in den 
Sequenzen zwischen den Gattungen konnen als "Mutationen" angesehen werden. 

2.3.3.2 Die Behauptung auf Seite 6 der Anmeldung, daB Mutationen in dem 14-a-Lanosterol- 
Demethylase-Gen uberraschenderweise mit Azolderivat-Resistenz korrelieren, kann in 
Hinsicht von D1 nicht akzeptiert werden, weil dieser Zusammenhang bekannt war. Der 
Einsatz von Sonden und/oder Primer fur den Nachweis von den Mutationen kann 
ebensowenig als erfinderisch betrachtet werden. 

2.3.4 Die abhangigen Anspruche scheinen keine zusatzlichen Merkmale zu enthalten, die in 
Kombination mit den Merkmalen irgendeines Anspruchs, auf den die Anspruche 
ruckbezogen sind, zu einem auf erfinderischer Tatigkeit beruhenden Gegenstand 
fuhren konnten. Die Grunde dafur sind die folgenden: 

2.3.4.1 Auch wenn in D1 die genannte Mutation nur fur S. cerevisiae beschrieben wurde, liegt 
es fur den Fachmann nahe den Grund fur eine Azol Resistenz in C. albicans in den 
entsprechenden mutierten ERG16 Gen zu suchen. 

2.3.4.2 Digoxigenin Markierung und Wasch-Schritt als in Anspruch 8 beschrieben, stehen dem 
Fachmann routinemaBig zur Verfugung und tragen nicht zur erfinderischen Tatigkeit 
bei. 

2.3.5 Die vorliegende Anmeldung erfullt das in Artikel 33(3) PCT genannte Kriterium nicht, 
weil der Gegenstand der Anspruche 1-4, 7, 8 and 20 nicht auf einer erfinderischen 
Tatigkeit beruht (Regel 65.1, 65.2 PCT). 



Forntjlan PCT/IPEAM09 (Feld V) (Januar 1994) Blatt 2 
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2.3.6 Die konkreten Sonden und die dazugehorigen Primer (Sequenzen 1-8) konnen, in der 
Meinung der Internationalen vorlaufigen Prufungsbehdrde, als neu und erfinderisch 
betrachtet werden. Die gesamte Sequenz des C. albicans ERG 16 Gen ist aus D3 
bekannt und in D4 (vgl. Seite 339; "Methods") und D5 (vgl. Seite 10, erster Absatz und 
Sequenz 1 1) wurden sogar Primer oder Sonden fur den Nachweis von C. albicans 
davon abgeleitet. Die Bereitstellung von Sonden die den spezifischen Nachweis von, 
bis zu diesem Zeitpunkt unerkannte, Azol-Resistenz Mutationen ermoglichen, scheint 
allerdings nicht ein routinemaBiges Verfahren zu sein. 



Forrrfclatl PCT/l PEA/409 (Fold V) (Januar 1994) Blatt 3 
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VII. Bestimmte Mangel d r internattonalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt da(5 die internationals Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 

lm Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT, werden in der Beschreibung weder 
der in den Dokument D1 offenbarte einschlagige Stand der Technik noch dieses Dokument 
angegeben. 



Formblan PCT/JPEA/409 (Feld VH) (Januar 1994) Blatt 1 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 
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VIII. Bestimmte Bemerkung n zur internati nalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschr ibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage ; ob die Anspruche in vollem Umfang durch die 
Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

1 Aus der Beschreibung auf Seite 6 geht hervor, daB die Korrelation zwischen Mutationen 
in den ERG16 Gen und die Azolderivat Resistenz fur die Definition der Erfindung 
wesentlich ist. Da die unabhangige Anspruche 1, 7, 8 und 20 dieses Merkmal nicht 
enthalten, entsprechen sie nicht dem Erfordernis des Artikets 6 PCT in Verbindung mit 
Regel 6.3 b) PCT, daB jeder unabhangige Anspruch alle technischen Merkmale enthalten 
muB, die fur die Definition der Erfindung wesentlich sind. 

2 Die Anspruche 1-4, 7, 8 und 20 entsprechen nicht den Erfordernissen des Artikels 6 PCT, 
weii der Gegenstand des Schuizbegehrens nicht kiar definiert ist. in den Anspruchen wird 
versucht, den Gegenstand durch das zu erreichende Ergebnis zu definieren; damit wird 
aber lediglich die zu losende Aufgabe angegeben. Geeignete technische Merkmale 
wahren die Sequenzen von den zu verwendeten Sonden und Primer. 



Fomnblatt PCT/PEA/409 (Feld VIII) (Januar 1994) Blatt 1 
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DIE INTERNATIONALE ZUSAr^k' 
I^^EM GEBIET DES PATENTWES^B 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



iNARBEIT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwatts 

5402P132WO 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des international en 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 97/05454 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jah r) 

04/10/1997 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jah r) 

22/10/1996 


Anmelder 

EBERHARD-KARLS-UNIVERSITAT TUBINGEN . . . ET AL. 





Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der International Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemafi 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt 3 



. Blatter. 



|~X~| Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . ^] Bestimmte Anspruche haben sich als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung(siehe Feld II). 

3. In der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz offenbart; die internationale 
Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt, 

[Y1 das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

[~| das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| | dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, daB der Inhalt des Protokolls nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaGe Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|~X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

| | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 
Abb. Nr. Q wie vom Anmelder vorgeschlagen 



[Y] keine der Abb. 



| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 
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Inter^^^^sles Aktenzeichen 

PcWp 97/05454 



A. KLASSIFI2IERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12Q1/68 



Nach der International Patent klassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12Q 



Recherchierte aber nicht zum MindestprOfstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit dieseunter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtL verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betrachtkommenden Teile 



VANDEN BOSSCHE ET AL.: "Mutation in 
cytochrome P-450 dependent 14 alpha 
demethyl ase results in decreased affinity 
for azole antifungals" 
BIOCHEMICAL SOCIETY TRANSACTIONS, 
Bd. 18, 1990, 

Seiten 122-131, XP002055089 
siehe das ganze Dokument 

T. M. BROWN: "Molecular genetics and 
evolution of pesticide resistance" 
1996 , AMERICAN CHEMICAL SOCIETY , 
WASHINGTON, US XP002055091 
siehe Seite 62 - Seite 71 

-/- 



Betr. Anspruch Nr. 



i-4,/,6, 
20 



1-4,7,8, 
20 



ru 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmetdedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentiichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Mafinahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



M T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinztps oder derihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung miteiner oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



lO.Februar 1998 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehbrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3015 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



24/02/1998 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Molina Galan, E 



Formblatt PCT/1SA/210 (B)att 2) (Juli 1992) 
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Inter^^^ales Aktenzeichen 



PC 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katsgorie" Bezsichnung der Verottentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



BUCHMAN ET AL . : 
pathogens by in 
SURGERY, 
Bd. 108, 1990, 
Seiten 338-347, 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 



"Detection of surgical 
vitro DNA amplification" 



1,20 



XP002054012 



LAI ET AL.: "Nucleotide sequence of P450 
L1A1 from C. albicans" 
NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 
Bd. 17, Nr. 2, 1989, OXFORD 
Seite 804 XP002054013 
siehe das ganze Dokument 



5,6,9-19 



GB. 



WO 92 03455 
5.Marz 1992 
Seq. Id. 11 
siehe Seite 



A (ISIS PHARMACEUTICS INC) 



1-3,7,8, 
20 



1U 



P,X 



NIESTERS H G M ET AL: "RAPID POLYMERASE 

CHAIN REACTION-BASED IDENTIFICATION ASSAYS 

FOR CANDIDA SPECIES" 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 

Bd. 31, Nr. 4, April 1993, 

Seiten 904-910, XP000673321 

in der Anmeldung erwahnt 

US 5 426 026 A (JORDAN JEANNE A) 20.Juni 
1995 

T. WHITE: "The presence of an R467K amino 
acid substitution and loss of allelic 
variation correlate with an azole 
resistant lanosterol 14 alpha demethylase 
inC. albicans" 

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, 
Bd. 41, Nr. 7, Jul 1 1997, 
Seiten 1488-1494, XP002055090 
siehe das ganze Dokument 



1-8,11, 

12,15, 

18-20 
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Inforr^^^Kn patent family members 


Inte^^^kal Application No 

PcWP 97/05454 


Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



WO 9203455 A 



05-03-92 



AU 
AU 
CA 
EP 
JP 
JP 
US 



649734 B 
8635591 A 
2089665 A 
0652888 A 
7079704 B 
6501844 T 
5691461 A 



02- 06-94 
17-03-92 
17-02-92 
17-05-95 
30-08-95 

03- 03-94 
25-11-97 



US 5426026 A 20-06-95 NONE 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 
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PCT/EP97/05454 



ATENT COOPERATION TREA . Y 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



s ^ NOTIFICATION CONCERNING 
DOCUMENT TRANSMITTED 


To: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
26 April 1999 (26.04.99) 




International application No. 
PCT/EP97/05454 


International filing date (day/month/year) 
04 October 1997 (04.10.97) 


Applicant 

EBERHARD-KARLS-UNIVERS1TAT TUBINGEN UNIVERSITATSKLINIKUM et al 



The International Bureau transmits herewith the following documents and number thereof: 

copy of the English translation of the international preliminary examination report {Article 36(3)(a|) 





The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

Nestor Santesso 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/310(July 1992) 



002587149 



^ PATENT COOPERATION TI 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(PCT Article 36 and Rule 70) 
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Applicant's or agent's file reference 
5402P132WO 


mr> cimTurn * ^i^r See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION or- r r, ^ /r- r^-™^ * ,* , 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EP97/05454 


International filing date (day/month/year) Priority date (day/ month/year) 

04 October 1997 (04.10.1997) 22 October 1996 (22.10.1996) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12Q 1/68 


Applicant 

EBERHARD-KARLS-UNIVERSITYT TUBINGEN UNIVERSITYTSKLINIKUM 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



I I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
' — ' been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
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I. Basis of the report 


1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 


the international application as originally filed. 




| | the description, pages , as originally filed. 




pages , filed with the demand. 




pages . filed with the letter of . 




napes filed with thp letter nf 


[ | the claims, Nos. , as originally filed. 




Nos. > 35 amended under Article 19, 


Nos. , filed with the demand. 




Nos. , filed with the letter of 




Nos. , filed with the letter of 


| | the drawings, sheets/fig , as originally filed. 




sheets/fig , filed with the demand. 




sheets/fig . filed with the letter of 




sheets/fig , filed with the letter of 


2. The amendments have resulted in the cancellation of: 




1 1 the description, pages 




1 1 the claims, Nos. 




1 I the drawings, sheets/fig 




3 1 [ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 
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V. 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. 


Statement 






Novelty (N) Claims 1 


-20 YES 




Claims 


NO 




Inventive step (IS) Claims 5 ' 6 and 9-19 YES 




Claims 1-4, 7 


, 8 and 2 0 no 




Industrial applicability (IA) Claims 1 


20 YES 




Claims 


NO 


2. 


Citations and explanations 

2.1 PRIOR ART (PCT Rule 64.1 to 64.3) 






Dl : Biochem. Soc. Transact., Vol. 18, 1990, 122-131, 




Vancien Bossche et al. 






D2: US-A-5 426 026, Jordan 






D3: Nuc. Ac. Res., Vol. 17, 1989, 804, 


Lai and Kirsch 




D4: Surgery, Vol. 108, 1990, 338-347, Buchman et al . 




D5: WO-A-92/03455, Isis Pharmaceutics 






2.2 NOVELTY (PCT Article 33(2)) 






2.2.1 The present application satisfies the requirement of 




PCT Article 33(2) since the subjects of Claims 1 to 




20 are not suggested in the light of the prior art 




as defined in the Regulations (PCT 


Rule 64.1 to 




64.3) . 






2.3 INVENTIVE STEP (PCT Article 33(3)) 






2.3.1 Dl, which is considered the closest 


prior art, 




discloses that a mutation in P45014DM (14-oc- 




lanosterol-demethylase gene) from S 


. cerevisiae is 




associated with azole derivative resistance (cf . 
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page 57: "Resistance to azole antifungals"). The 
subject matter of Claim 1 differs from Dl in that 
azole-derivative-resistant fungal cells are 
detected. 

2.3.2 The problem addressed by the present invention can 
thus be considered the devising of a method of 
detecting azole-derivative-resistant fungal cells. 
The solution is to use probes which can detect 
mutations that are responsible for resistance. 

2.3.3 The solution proposed in Claim 1 of the present 
application cannot be considered inventive for the 
following reasons (PCT Article 33(3)): 

2.3.3.1 A person skilled in the art is familiar with the 
general use of probes for detecting mutations, with 
possible additional (PCR) amplification. D2, for 
example, describes the use of species-specific 
probes which hybridise within a nucleic acid 
fragment amplified by unspecific primers. Therefore 
the species of different Candida probes is 
established. The differences in the sequences 
between the species can be regarded as "mutations". 

2.3.3.2 The assertion on page 6 of the application that 
mutations in the 14-a-lanosterol-demethylase gene 
unexpectedly correlate with azole derivative 
resistance is unacceptable in the light of Dl since 
this connection was already known. The use of probes 
and/or primers for detecting mutations can be 
considered equally non-inventive. 
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2.3.4 The dependent claims do not appear to contain any 
additional features which, combined with the 
features of any claim to which the dependent claims 
refer back, might lead to subject matter involving 
an inventive step. The reasons for this are as 
follows : 

2.3.4.1 Even though the mutation mentioned in Dl was 
described only for S. cerevisiae, it is obvious to a 
person skilled in the art to seek the reason for 
azole resistance in C. albicans in the corresponding 
mutated ERG16 gene. 

2.3.4.2 Digoxigenin marking and the washing step as 
described in Claim 8 are routinely available to a 
person skilled in the art and do not contribute to 
an inventive step. 

2.3.5 The present application does not satisfy the 
requirement of PCT Article 33(3) since the subjects 
of Claims 1 to 4, 7 , 8 and 20 do not involve an 
inventive step (PCT Rule 65.1, 65.2). 

2.3.6 The specific probes and associated primers 
(sequences 1 to 8 ) can, in the opinion of the 
International Preliminary Examination Authority, be 
considered novel and inventive. The entire sequence 
of the C. albicans ERG16 gene is known from D3 and 
in D4 (cf. page 339, "Methods") and D5 (cf. page 10, 
paragraph 1, and sequence 11) primers or probes for 
detecting C. albicans were even derived therefrom; 
however, the preparation of probes specifically 
enabling hitherto unidentified azole-resistance 
mutations to be detected does not appear to be a 
routine method. 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), the 
description did not cite Dl and it did not briefly 
outline the relevant prior art contained therein. 
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VOL Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1 . Page 6 of the description indicates that the 

correlation between mutations in the ERG16 gene and 
the azole derivative resistance is essential for the 
definition of the invention. Since independent 
Claims 1, 1, 8 and 20 do not contain this feature, 
they do not satisfy the requirement of PCT Article 6 
in conjunction with PCT Rule 6.3(b), that every 
independent claim shall contain all the technical 
features which are essential for the definition of 
the invention. 



2. Claims 1 to 4, 7, 8 and 20 do not satisfy the 

requirements of PCT Article 6 since the subject 
- matter for which protection is sought is not clearly 
defined. The claims attempt to define the subject 
matter by the effect to be achieved, but in this way 
they indicate only the problem to be solved. 
Suitable technical features would be the sequences 
of the probes and primers to be used. 
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(57) Abstract 



The invention relates to a method for detecting resistant fungi cells in clinical material. According to said method, fungi-specific 
nucleic acids are initially extracted from the clinical material and subsequently hybridized with fungi-specific hybridization probes which 
are targeted against nucleic acid segments of azole derivative-resistant fungi cells. 



(57) Zusammenlassung 

In einem Verfahren zum Nachweis von rcsistcnten Piizzellen in klinischem Material werden zunachst Pilz-spezifische Nukleinsauren 
aus klinischem Material extrahiert und danach mit Pilz-spezifischen Hybrid is ierungssonden hybridisiert, die gegen Nukleinsaureabschnitte 
aus Azolderivat-resistenten Piizzellen gerichtet sind. 
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Verfahren zum Nachweis von resistenten Pilzzellen 
in klinischem Material 

Die vorliegende Erf indung betrif ft ein Verfahren zum Nachweis 
von resistenten Pilzzellen in klinischem Material. 

Das Interesse allgemein an Verfahren zum Nachweis von Pilzzellen 
ist vor dem Hintergrund zu sehen, daS insbesondere in den letzten 
Jahren "Pilzspezies als nosokomiale Pathogene eine erhebliche 
Bedeutung bei immunsupprimierten Patienten erlangt haben. 
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Die bisher bekannten Verfahren zur Analyse von Pilzinf ektionen 
zielen vor allem darauf ab, eine Diagnose der Pilzinf ektion 
und eine Identif izierung der pathogenen Pilzspezies zu ermog- 
lichen. Dazu bedient man sich z.B, einer Anziichtung von Pilz- 
spezies aus klinischem Material auf geeigneten Nahrmedien und 
ggf . molekularbiologischer Verfahren. 

Zu den medizinisch bedeutsamsten fakulativ pathogenen Pilz- 
gattungen zahlt die zu den Fungi imperfect i gehorende Gattung 
Candida. Sie ruft die sogenannten Candida-Mykosen, auch Candi- 
dosen genannt, hervor. Der wichtigste Erreger innerhalb der 
Gattung Candida ist dabei die Spezies Candida albicans, die 
neben den meist weniger schwerwiegend verlaufenden Inf ektionen 
der Haut und Schleimhaute auch tief e Organ-Mykosen oder System- 
Mykosen hervorruft. Unter System-Mykosen versteht man Pilzin- 
fektionen, von denen nicht nur die Haut oder Schleirnhaute, 
sondern auch weitere Organe, Organsysteme oder sogar der ganze 
Organismus betroffen sind. Im letzteren Fall spricht man auch 
von "generalisierten" Pilzinf ektionen. 

Der Erregernachweis bei System-Mykosen ist aufierordentlich 
problematisch und erfolgt in der Praxis haufig erst post mortem. 
Eine wesentliche Verbesserung haben hier molekularbiologische 
Analy sever fahren gebracht, mit deren Hilfe es moglich ist, 
schnell und zuverlassig Pilzinf ektionen nachzuweisen und 
verschiedene Pilzspezies voneinander zu unterscheiden. 

In der Verof f entlichung "Rapid, polymerase chain reaction-based 
identification assays for Candida species" von Niesters et al. 
(1993), Journal of Clinical Microbiology, Seiten 904 bis 910, 
wird ein auf der Polymerase -Kettenreakt ion (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) beruhendes Verfahren beschrieben, mit dem 
verschiedene Candida- Spezies nachgewiesen und dif f erenziert 
werden konnen. 
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Bei diesem Verf ahren werden die Pilz-spezif ischen Nukleinsauren 
zunachst aus klinischem Material extrahiert und danach weiter 
analysiert. Zur Analyse wird der 18ssuRNA-Genbereich naher 
untersucht . Mit Hilf e geeigneter Primer wird dazu ein Abschnitt 
dieses Genbereichs in der PGR amplif iziert und die daraus 
hervorgehenden PCR-Produkte werden entweder sequenziert, mit 
Hilfe von Restriktionsenzymen analysiert Oder mit spezif ischen 
Hybridisierungssonden hybridisiert . Im letzteren Fall werden 
die Hybridisierungssonden durch Einbau radioaktiver Nukleotide 
markiert und durch Autoradiographie nachgewiesen . Aufgrund der 
Sequenzen, der Restriktions- oder Hybridisierungsmuster konnen 
dann verschiedene Candida -Spezies voneinander unterschieden 
werden . 

Ein wei teres Verf ahren, mit dem Candida albicans- Infektionen 
diagnostiziert werden konnen, ist in der Verof f entlichung 
"Detection of surgical pathogens by in vitro DNA amplifi- 
cation. Part I. Rapid identification of Candida albicans by in 
vitro amplification of a fungus pecific gene" von Buchman et 
al. (1990), Surgery 108, Seiten 338 bis 347, beschrieben. 

Bei diesem Verf ahren erfolgt der Nachweis einer Candida albicans - 
Infektion durch PCR-Amplif ikation eines anderen Pilz-spezif ischen 
Genbereiches, namlich des Gens fur das Enzym 14-o , -Lanosterol- 
Demethylase . 

Die PCR-Produkte werden hier nicht durch Hybridisierung, sondern 
durch Auftrennung im Agarose-Gel und Anfarbung der DNA mit 
Ethidiumbromid nachgewiesen. 

In beiden oben beschriebenen Verf ahren werden molekularbiolo- 
gische Techniken dazu eingesetzt, Pilz infektionen in Patienten- 
material nachzuweisen und, wie in der Publikation von Niesters 
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beschrieben, zusatzlich verschiedene Spezies der Gattung Candida 
voneinander zu unterscheiden. 

1st die systemische Pilzinf ektion einmal nachgewiesen, so kann 
sie mit verschiedenen Antitnykotika, also das Wachstum von Pilzen 
hetnmenden Mitteln, bekampft werden. Die zur systemischen 
Anwendung eingesetzter wirkstoffe sind dabei Azolderivate, das 
Polyen Amphotericin B, Flucytosin, Griseofulvin und Terbinaf in. 
Dabei sind die uberlicherweise eingesetzten Antimykotika die 
Azolderivate, zu denen bspw. das Fluconazol gehort . 

Durch den hauf igen Einsatz dieser Klasse der Antitnykotika bilden 
sich in jiingster Zeit resistente Pilzstamme aus, deren Wachstum 
mit diesen Therapeutika nicht mehr gehemmt werden kann. Von 
dem Einsatz dieses Mittels kann jedoch nicht allgemein abgesehen 
werden, da es neben der guten wirksamkeit gegen System-Mykosen 
im Gegensatz zu den anderen Antitnykotika nur geringe und daruber 
hinaus harmlose Nebenwirkungen hervorruft. Das wesentliche 
Problem dabei ist, dafi solche Resistenzen nicht fruhzeitig 
erkannt werden konnen, da keine schnellen Tests zur Uberpriifung 
des Vorliegens von resistenten Pilzzellen zur Verfugung stehen. 

So werden zunachst Azolderivate als "Mittel der Wahl" gegeben, 
wobei dann nur daraus, dafi sich beim Patienten trotz hoher 
Dosierung und langanhaltender Behandlung keine Besserung 
einstellt, geschlossen werden kann, dafi er mit Azolderivat- 
resistenten Pilzzellen infiziert ist. Haufig wird diese Diagnose 
erst dann gestellt, wenn der Inf ektionsverlauf beim Patienten 
trotz Behandlung mit den hier jedoch unwirksamen Azolderivaten 
einen dramatischen Verlauf nimmt. 
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Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erf indung, 
ein schnelles und zuverlassiges Verfahren zu schaffen, mit dem 
gegen Azolderivate resistente Pilzzellen spezif isch nachgewiesen 
werden konnen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemafi durch ein Verfahren mit den 
folgenden Schritten gelost : 

a) Extraktion von Pilz - spezif ischen Nukleinsauren aus 
kliiixschern Material; und 

b) Hybridisierung der Pilz-spezif ischen Nukleinsauren 
mit Hybridisierungssonden, die gegen Nukleinsaure- 
abschnitte aus Azolderivat-resistenten Pilzzellen 
gerichtet sind. 

Durch die Hybridisierung Pilz-spezif ischer Nukleinsauren mit 
Hybridisierungssonden, die spezifisch Nukleinsaureabschnitte 
aus Azolderivat-resistenten Pilzzellen, nicht jedoch solche 
aus Azolderivat-sensitiven Pilzzellen erkennen, wird das 
Auffinden resistenter Pilzstamme jetzt einem schnellen, reprodu- 
zierbaren und einfach durchzufuhrenden molekularbiologischen 
Verfahren zuganglich gemacht . Damit kann in kurzer Zeit und 
ausgehend von geringen Mengen klinischen Materials ein Nachweis 
erfolgen. Bei posit ivem Befund, also dem Vorliegen resistenter 
Pilzstamme, kann dann auf ein anderes Antimykotikum ubergegangen 
werden, mit dem die Pilzinf ektion letztlich bekampft wird. 

Zu diesem Verfahren konnen Pilz-spezif ische Nukleinsauren 
vorzugsweise aus Blut, jedoch auch aus Biopsiematerial, Sputum, 
Schleimhautabstrichen oder sonstigem Patientenmaterial extrahiert 
werden. 
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Dabei kann entweder die Pilz-spezif ische DNA oder RNA isoliert 
werden, die dann durch DNA/DNA-, DNA/RNA- oder RNA/RNA-Hybridi- 
sierung nachgewiesen werden. 

Es ist moglich, die Hybridisierung in Losung oder an festen 
Tragern, wie beispielsweise Membranen oder Saulen, nachzuweisen, 
wobei die verwendeten Hybridisierungssonden radioaktiv oder 
nicht-radioaktiv markiert und dann die spezif ische Hybridisierung 
durch Autoradiographie bzw. Enzym-katalysierte Farbreaktionen 
detektiert werden. 

Soiuit wird die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe vollkornmen 
gelost . 

Bei dem erf indungsgemafien Verfahren ist es bevorzugt, wenn die 
Hybridisierungssonden gegen einen DNA-Abschnitt aus dem 14 -a- 
Lanosterol-Demethylase-Gen gerichtet sind. 

Die Erf inder der vorliegenden Anmeldung konnten namlich zeigen, 
dafi bei Pilzspezies, die eine Resistenz gegeniiber Azolderivaten 
aufweisen, Mutationen in dieser Genregion der Pilz-DNA auftreten, 
die liberraschenderweise hochsignif ikant mit dem klinischen und 
mikrobiologischen Befund einer Azolderivat -Resistenz korrelieren. 

Eine mogliche Erklarung fur diese Korrelation geht von der 
Erkenntnis aus, daS die Azolderivate die Ergosterolsynthese 
von Pilzen hemmen. Ergosterol ist ein Steroid, das in das 
sogenannte Plasmalerama, die Phospholipidschicht, die der Zellwand 
der Pilze innen anhaftet, eingelagert wird. Ergosterol wird 
in der Zelle aus Lanosterol, einer Vorstufe, synthetisiert . 
Der entscheidende Schritt bei der Ergosterolsynthese aus 
Lanosterol wird von dem Enzym 14-af-Lanosterol-Demethylase, kurz 
14 -DM, katalysiert . 
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Da das Ergosterol ein essentieller Baustein des Plasmalemmas 
ist, kann in Abwesenheit von Ergosterol keine Zellteilung mehr 
stattfinden. Fur Zellteilungen ist immer eine Neusynthese von 
Zellwand und Plasmaleinma notwendig. 

Weil das Steroid Ergosterol spezifisch bei Pilzen, nicht jedoch 
bei menschlichen Zellen oder Bakterien auftritt, kann die 
Inhibition der fur das Wachstum der Pilzzellen essentiellen 
Ergosterol-Synthese erfolgreich zur Bekampfung von Pilzin- 
fektionen eingesetzt werden. 

Bei dem erf indungsgemafien Verfahren ist somit von Vorteil, daS 
Hybridisierungs-Sonden gegen das Gen eingesetzt werden, das 
fur das Protein codiert, an dem die Azolderivate direkt an- 
greifen. Bei den resistenten Pilzzellen treten in diesem Gen 
gehauft Anderungen der Nukleinsaure-Sequenz auf . Die spezifischen 
Hybridisierungssonden sind dann so ausgelegt, dafi sie diese 
Sequenzanderungen erkennen, also nur an Genabschnitte von 
Pilzzellen binden, die eine Resistenz gegen Azolderivate 
aufweisen. 

Bei diesem Verfahren ist es weiterhin bevorzugt, wenn die 
Hybridisierungssonden gegen einen DNA-Abschnitt aus dem 14 -ci- 
Lanosterol-Demethylase-Gen der Spezies Candida albicans gerichtet 
sind. Dieses Gen wird bei Candida albicans auch ERG16-Gen 
genannt . 

Hierbei ist von Vorteil, daB die Hybridisierungssonden es moglich 
machen, resistente Statnme der am weitesten verbreiteten patho- 
genen Pilzspezies, namlich Candida albicans, zu diagnostizieren. 

In einer Weiterbildung des erf indungsgemaCen Verfahrens wird 
zwischen Schritt a) und b) eine PCR-Reaktion durchgefiihrt , in 
der Abschnitte des 14-ce-Lanosterol-Demethylase-Gens amplifiziert 
werden . 
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Diese Mafinahme hat also den Vorteil, dafi das Verfahren sowohl 
an Sensitivitat als auch an Spezifitat gewinnt, da groSe Mengen 
an Ausgangsmaterial erzeugt werden, in dem spezif isch nur der 
benotigte Genabschnitt enthalten ist. Das mit PCR amplif izierte 
Material wird dann z.B. in die Southern-Hybridisierung ein- 
gesetzt . 

In einer Weiterbildung des erf indungsgemafien Verfahrens ist 
es bevorzugt, wenn in der PCR-Reaktion als Primerpaare die 
Nukleotidsequenzen SEQ ID-No: 1 und SEQ ID-No : 2 oder die 
Nukleotidsequenzen SEQ ID-No: 3 und SEQ ID-No : 4 eingesetzt 
werden. 

Dabei ist vorteilhaf t , daS nach Erkenntnis der Erfinder mit 
diesen Primerpaaren DNA-Abschnitte amplif iziert werden, in denen 
fur resistente Pilzspezies charakteristische DNA-Sequenzen 
enthalten sind. Die dabei entstehenden Amplif ikationsprodukte 
sind deutlich kiirzer als das ganze Gen und ermoglichen somit 
eine einfachere Weiterverarbeitung. 

Bei dem erf indungsgemaSen Verfahren ist es weiterhin bevorzugt, 
wenn in Schritt b) eine oder mehrere der Nukleotidsequenzen 
SEQ ID-No : 5 bis 8 des beiliegenden Seguenzprotokolls als 
Hybridisierungssonden eingesetzt werden. 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben namlich erkannt, 
dafi mit diesen Hybridisierungssonden liberraschenderweise 
resistente Candida-Spezies, deren Resistenz nur durch jeweils 
einen einzelnen Basenaustausch im ERG16 -Gen zustandegekommen 
ist, von sensitiven Stammen, die diese Mutation nicht aufweisen, 
unterschieden werden konnen. 
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In einer vorteilhaf ten Ausfiihrung werden in Schritt b) die 
Hybridisierungssonden mit Digoxigenin markiert und in die 
Southern-Hybridisierung eingesetzt. Der Nachweis einer spezifi- 
schen Hybridisierung erfolgt dann durch Enzym-konjugierte Anti- 
Digoxigenin-Antikorper, wobei die Enzyme Farbreaktionen kataly- 
sieren. 

Hierbei ist von Vorteil, dafi die Markierung der Hybridisierungs- 
sonden nicht radioaktiv erfolgen mufi. Aufierdem konnen grofie 
Mengen an Hybridisierungssonden gleiehzeitig markiert warden, 
die dann aliquot iert und bei -20°C ge lager t werden konnen, da 
sie liber lange Zeit stabil sind. Fur die individuellen Nachweis- 
reaktionen konnen dann Aliquot s aus der gleichen Markierungs- 
reaktion aufgetaut und eingesetzt werden, so dafi eine hohe 
Reproduzierbarkeit liber lange Zeitraume hinweg gewahrleistet 
ist . 

Selbstverstandlich sind jedoch auch radioaktive Markierungs- 
methoden und weitere nicht -radioaktive Markierungsmethoden, 
wie bspw. die Markierung mit Biotin moglich. 

Bei der Southern-Hybridisierung ist vorteilhaf t, dafi die zu 
analysierende Nukleinsaure schnell auf eine Membran, bspw. eine 
Mikrozellulose- oder Nylonmembran aufgebracht werden kann. Die 
schnellste Methode ist dabei die dem Fachmann gelaufige "Blot- 
Blot" oder "Dot -Blot "-Methode. 

Es ist jedoch auch moglich, die zu analysierende DNA zunachst 
im Agarose-Gel auf zutrennen und erst dann auf die Membran zu 
transf erieren. 

Die Pilz-DNA kann direkt, oder zuvor durch PCR amplifiziert 
in die Southern-Hybridisierung eingesetzt werden. 
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Es versteht sich jedoch, dafi es auch moglich ist, Pilz-spezi- 
fische RNAs zu analysieren. Diese konnen entweder direkt aus 
dem Zytoplasma von Pilzzellen isoliert werden, oder erst durch 
Reverse Transkription hergestellt werden. Die Analyse kann dann 
durch Northern-Blot oder weitere RNA-Nachweisreaktionen erfolgen. 

Die Hybridisierung mufi nicht auf Membranen, wie bspw. bei 
Southern- oder Northern-Hybridisierung, erfolgen, sondern kann 
auch in Losung oder an Saulen durchgefiihrt werden. 

Wenn in Schritt b) die Hybridisierungssonden mit den Nuklein- 
saure-Sequenzen SEQ ID-No: 4 bis 8 eingesetzt werden, ist es 
bevorzugt, wenn nach dem Hybridisieren ein Waschschritt bei 
einer Temperatur durchgefiihrt wird, die um ca. 1°C unter der 
Schmelz temperatur (Tm) der jeweils eingesetzt en Hybridisierungs- 
sonde liegt. 

Hierbei ist von Vorteil, dafi in diesem Waschschritt wegen der 
relativ hohen Temperatur nur solche Doppelstrang-Regionen stabil 
sind, die keine Fehlpaarung aufweisen. Somit werden alle 
gepaarten Hybridisierungssonden, deren DNA-Sequenzen nicht vollig 
mit dem entsprechenden Pilz-DNA-Abschnitt ubereinstimmen, in 
dem Waschschritt weggewaschen und geben daher in der Nachweis- 
reaktion kein Signal mehr. Ein Signal wird auf diese Art und 
Weise nur dann erhalten, wenn die Pilz-DNA aus einer resistenten 
Pilzzelle stammt, in der die Mutation enthalten ist. 

Auf diese Weise ist es also moglich, mit Hilf e der spezif ischen 
Hybridisierungssonden Genabschnitte zu unterscheiden, die nur 
in einer einzigen Base voneinander abweichen. 

Die Erfindung betrifft ferner die Nukleotidsequenzen SEQ ID-No: 
1 bis 8 aus dem beiliegenden Sequenzprotokoll . 
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Dabei ist es bevorzugt, wenn die Nukleotidsequenzen SEQ ID-No : 
1 und 2 als Primer fiir die PCR-Reaktion und die Nukleotid- 
sequenzen SEQ ID-No : 5 und/oder 6 als Hybridisierungssonden 
in das Verfahren zur Detektion von Azolderivat-resistenten 
Pilzzellen eingesetzt werden. 

AuSerdem ist bevorzugt, wenn die Nukleotidsequenzen SEQ ID-No: 
3 und 4 als Primer und die Nukleotidsequenzen SEQ ID-No: 7 oder 
8 als Hybridisierungssonden in das erf indungsgemaSe Verfahren 
eingesetzt werden. 

Diese Mafinahme hat den Vorteil, daS auf diese Art und Weise 
zunachst in der PCR ohne Schwierigkeiten amplif izierbare, leicht 
handhabbare DNA- Fragment e von 300 - 400 Basenpaaren in groSen 
Mengen bereitgestellt werden, und danach die ggf . in diesen 
PCR -Fragment en enthaltenen Basenaustausche mit den Hybridi- 
sierungssonden identif iziert werden konnen. 

Die Erf inder der vorliegenden Anmeldung konnten namlich zeigen, 
dafi in Azolderivat-resistenten Pilzstammen eine Reihe von 
einzelnen Basenaustauschen gegeniiber den Azolderivat-sensitiven 
Pilzstammen auftreten. So fuhrt ein Basenaustausch von T nach 
G im ERG16-Gen dazu, daS die Aminosaure Phenylalanin Nr. 105 
des Enzyms 14 -DM zu einem Leucin mutiert wird. Dieser T/G- 
Austausch ist auf Genebene mit Hilfe der Hybridisierungssonde 
mit der Nukleotidsequenz SEQ ID-No : 5 nachzuweisen. Weiterhin 
haben die Erf inder erkannt, dafi bei resistenten Pilzstammen 
ein Basenaustausch von A nach C auftreten kann, wodurch die 
Aminosaure Glutamin Nr. 142 zu einem Prolin mutiert wird. Diese 
Mutation ist mit Hilfe der Hybridisierungssonde mit der Nukleo- 
tidsequenz SEQ ID-No: 6 detektierbar . Dariiber hinaus wurden 
zwei weitere Basenaustausche, beide von G nach A, gefunden. 
Dies fiihrt dazu, daS das Glycin Nr. 464 der 14 -DM zu einem Serin 
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und das Valin Nr. 488 zu einem Isoleucin mutiert wird. Diese 
beiden Punktmutationen werden mit den Hybridisierungssonden 
mit den Nukleotidsequenzen SEQ ID-No: 7 bzw. 8 nachgewiesen. 

Da resistente Pilzstamme auf dem spezif isch amplif izierten PCR- 
Fragment entweder eine Oder mehrere der Basenaustausche ent- 
halten, ist es vorteilhaft, wenn die entsprechenden Hybridi- 
sierungssonden gleichzeitig in die Southern-Hybridisierung 
eingesetzt werden. Bei einem positiven Signal liegt dann in 
jedem Fall eine resistente Pilzspezies vor. Wird nur mit einer 
der Hybridisierungssonden hybridisiert , so kann nan nachweisen, 
welche Mutation bei diesem resistenten Pilzstamm aufgetreten 
ist und ob eine Oder mehrere Mutationen vorliegen. 

Es versteht sich jedoch, dafi als Primer auch die Nukleotid- 
sequenzen SEQ ID-No : 1 und SEQ ID-No: 4 korribiniert werden konnen, 
so dafi dann auf dem amplif izierten PCR- Fragment von ca. 1.400 
Basenpaaren alle mit den Hybridisierungssonden mit den Nukleotid- 
sequenzen SEQ ID-No: 5 bis 8 detektierbaren Mutationen enthalten 
sind. 

Die Erf indung betrif f t ferner einen Kit zur Analyse von Pilzin- 
fektionen mit Azolderivat -resistenten Pilzstammen, wobei in 
diesem Kit eine oder mehrere der Nukleotidsequenzen SEQ ID-No: 
1 bis 8 enthalten sind. 

Ein solcher Kit hat den Vorteil, dafi das Verfahren besonders 
schnell und einfach durchzufiihren ist, da das durchfiihrende 
Labor sich die Primer und Hybridisierungssonden nicht erst selbst 
herstellen lassen mufi. 

Aufierdem konnen in dem Kit samtliche erf order lichen Losungen 
zur Durchfiihrung der PCR-Reaktion und der Hybridisierung 
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enthalten sein. Dadurch wird es moglich, das erf indungsgemafie 
Verfahren auch in einem Routinelabor von angelernten Kraften 
durchfuhren zu lassen. Aufierdem kann das Verfahren schnell und 
ohne langwierige Vorbereitungen mit hoher Reproduzierbarkeit 
durchgefiihrt werden, wenn alle benotigten Stoffe fur viele 
Reaktionen in dem Kit bereitgestellt werden. 

Weitere Vorteile ergeben sich aus der nachstehenden Beschreibung . 

Es versteht sich, date die vorstehend geaannten und die nachste- 
hend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in den jeweils 
angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen Kombinationen 
oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Beispiele fiir die Durchfiihrung der einzelnen Verf ahrensschritte 
sind in der folgenden Beschreibung angegeben. 

Beispiel 1: Anzucht von Candida albicans -Stammen 

Zur Analyse und zum Vergleich resistenter Candida albicans- St amme 
mit sensitiven Candida albicans-Stammen werden Patienten-Material 
oder Hefe-Proben fiir 48 Stunden bei 30°C auf einem zur Hefe- 
anzucht standardmaSig verwendeten Medium, dem Sabouraud-Glukose- 
Agar, bebriitet . Danach werden mehrere Kolonien abgeimpft und 
in steriler 0,9-%iger Natriumchloridlosung aufgenommen. 

Beispiel 2 : AufschlieSen der Pilzzellen und Isolation der 
Pilz-DNA 

Der Auf schlufi der Pilzzellen erfolgt durch alkalische Lyse (50 mM 
NaOH, 10 Minuten, 95 °C) und darauf folgende Neutralisation und 
enzymatische Behandlung mit Zymolyase der Firma Sigma, Die 
Denaturierung der Proteine wird in Tris/EDTA und 10%-iger SDS- 
Losung bei 65°C durchgefiihrt. 
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In der nunmehr vorliegenden Losung bef inden sich Triimmer der 
Pilzzellen sowie freie Pilz-DNA, die nun isoliert werden mufi. 

Hierzu erfolgt zunachst eine Proteinprazipitation mit 5 M 
Kaliumacetat und eine Fallung der DNA durch Zugabe von eiskaltem 
Isopropanol. Das Fallungsprodukt wird fur die weiteren Ver- 
f ahrensschritte verwendet. 

Beispiel 3: Amplif ikation eines DNA- Fragment es aus dem 
ERG16-Gen 

Die PCR-Reaktion dient dazu, zunachst Abschnitte aus dem ERG16- 
Gen zu amplif izieren, an die die spezifischen Hybridisierungs- 
sonden binden. So wird das ingesamt 1851 bp lange ERG16-Gen 
in leicht handhabbare und ohne Schwierigkeiten in der PCR 
amplif izierbare Abschnitte unterteilt. 

Wenn als Hybridisierungssonde die DNA-Sequenz SEQ ID-No: 5 
und/oder 6 eingesetzt werden soil, wird eine PCR mit Primern 
mit den Nukleotidsequenzen SEQ ID-No : 1 (Upstream Primer) und 
2 {Downstream Primer) durchgefiihrt . 

Mit den genannten Primern wird dann ein PCR-Produkt erhalten, 
das den Bereich von Base 379 bis Base 676, also ca. 300 Basen- 
paare des ERG16-Gens umf afit . 

Wenn als Hybridisierungssonden die DNA-Sequenzen SEQ ID-No: 
7 und/oder 8 eingesetzt werden sollen, werden in die PCR Primer 
mit den Nukleotidsequenzen SEQ ID-No : 3 (Upstream Primer) und 
4 (Downstream Primer) eingesetzt. ' 
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Mit diesen Primern wird der Bereich von Base 1360 bis Base 1774 
des ERG16-Gens, also ein ca. 400 Basenpaar - Fragment , ampli- 
f iziert . 



Die PCR-Bedingungen sind dabei die folgenden: 



Puffer (50 ill) : 
10 mM Tris pH 9,6 
50 mM NaCl 
10 mM MgCl 2 
0,2 mg/ml BSA 
Polymerase 

je 0,5 mM Nukleotide 

je 10 0 pM Primer 

Anfangliche Denaturierung : 

Zyklus-Denaturierung: 

Annealing: 

Extension: 

Terminale Extension: 
Zykluszahl : 



3 


min 


bei 


94°C 


0,5 


min 


bei 


94°C 


1 


min 


bei 


62°C 


2 


min 


bei 


72°C 


5 


min 


bei 


72°C 


34 









Die hohe Magnesiumkonzentration im Puffer sorgt fur eine hohe 
Spezifitat der Polymerase, die mit 72°C im Extensions-Schritt 
bei ihrem Temper aturoptimum arbeiten kann. 



Durch die PCR-Reaktionen wird Ausgangsmaterial in geniigend groSer 
. Menge erhalten, um nun weiter zu analysieren, ob die DNA aus 
resistenten oder sensitiven Pilzzellen stammt. 



Die Lage der Primer und der Hybridisierungssonden auf dem ERG16- 
Gen sind in der am Schlufi der Beschreibung auf gefiihrten Tabelle I 
enthalten. 
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Beisniel 4: Southern-Hybridisierung der PCR- Fragment e 

Die in Beispiel 3 erhaltenen PCR-Produkte werden hitzedenaturiert 
und auf Nylonmembranen aufgebracht, bspw. in dem dem Fachmann 
gelaufigen Slot -Blot -Verfahren eingesetzt* Auf der Nylonmembran 
wird die DNA vernetzt . Die Markierung der Hybridisierungssonden 
erfolgt durch Einbau Digoxigenin-markierter Nukleotide in 
Verfahren, die dem Fachmann gelaufig sind (bspw. "Nick-trans- 
lation" oder Random priming") . 

Die auf der Membran immobilisierte DNA wird dann zunachst fur 
20 Minuten mit 0,4 N NaOH denaturiert und danach mit 2 x SSPE 
(1 x SSPE = 150 mM NaCl, 10 mM Natriumdihydrogenphosphat , 1 
mM EDTA, pH 7,7) neutral is iert . Die Prahybridisierung der Membran 
erfolgt fur 20 Minuten in 6 x SSPE, 5 x Denharts-Losung, 0,1 % 
N-Lauryl-Sarcosin-Na, 0,02 % SDS bei 42 °C 

Die Hybridisierung wird danach in der oben beschriebenen 
Prahybridisierungslosung durchgef uhrt , der 30 pM digoxigenierte 
Hybridisierungssonde zugesetzt wurde, und zwar fiir 2 0 Minuten 
bei 42 °c. Als Hybridisierungssonde werden eine oder mehrere 
der Sequenzen SEQ ID-No: 5 bis 8, einzeln, auf einanderf olgend 
oder mehrere zugleich eingesetzt. 

Die Spezif itat der Hybridisierung wird durch dann erfolgende 
Waschschritte bestimmt. Die ersten beiden Waschschritte werden 
fiir 5 Minuten in 2 x SSPE, 0,1 % SDS bei 42 °C durchgef uhrt . 
Dann werden zwei Waschschritte jeweils fiir 7 Minuten in 6 x 
SSPE, 1 % SDS durchgef iihrt , wobei die Waschtemperatur in etwa, 
vorzugsweise genau um 1°C unter dem Tm-Wert liegt . 

Die Schmelztemperaturen der Hybridierungssonden sowie die durch 
die Hybridisierungssonden detektierbaren Basenaustausche sind 
in Tabelle I angegeben. 
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Stimmt die Nukleotidsequenz der Hybridisierungssonde nicht exakt 
mit der entsprechenden Sequenz des PCR- Fragments liberein, so 
wird die Hybridisierungssonde in diesem Schritt weggewaschen. 

Anschliefiend wird die Nachweisreaktion durchgefiihrt , bei der 
untersucht wird, ob digoxigenierte Hybridisierungssonde auf 
der Membran enthalten ist Oder nicht . Dies erf olgt in einem 
Verfahren nach dem Herstellerprotokoll der Firma Boehringer 
Mannheim mit Hilfe Enzym-konjugierter Anti-Digoxigenin-Anti- 
korper. Das Enzym kataiysiert dann eine Reaktion, die zur 
Erzeugung eines unloslichen Farbkomplexes f lihrt . 

Hat eine der spezif ischen Hybridisierungssonden mit den Sequenzen 
SEQ ID-No: 5 bis 8 spezifisch mit der Pilz-DNA aus klinischem 
Material hybridisiert , so sind bei dem Patienten Pilzzellen 
enthalten, die gegen Azolderivate resistent sind. Bei einer 
Infektion mit solchen Pilzzellen ist eine Therapie mit Azol- 
derivat-Antimykotika also sinnlos und die Therapie zur Bekampfung 
der Candida- Infektion muS umgestellt werden. 
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Tabelle t 




3 

4 

5 
6 
7 
8 



Upsiream-Primcr 
Downstream-Primer 
Upstream-Primer 
Downstream-Primer 

Hybridisierungs-Sonde 
Hybridisierungs-Sonde 
Hybridisierungs-Sonde 
Hybridisierungs-Sonde 



Bindungsstelle 
auf ERG16-Gen 
(nt) 

379-400 
657-676 
1360-1383 
1751-1774 

448-747 

557-584 
1522-1551 
1597-1628 



Lange der 
NukJeotid- 
sequenz (nt) 

21 

19 

23 

23 

30 
28 
30 
32 



Lange des PCR- 
Fragmenies (bp) 



297 



414 



Tm 
[°C] 



Basen- 
ausiausch 



74 °C 


T-G 


74 °C 


A -C 


82 °C 


G- A 


76 °C 


G- A 
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SEQUENZPROTOKOLL 

ALLGEMEINE ANGABEN: 

ANMELDER: . . 

NAME: Eberhard-Karls-Universitat Tubingen, 

Universitatsklinikum 
STRASSE: Geissweg 3 
ORT: Tubingen 
LAND : Deut s chland 
POSTLEITZAHL: 72076 
TELEFON: 07071-29-1 
TELEFAX: 07071-293966 

BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Nachweis von resistenten 

Pilzzellen 

ANZAHL DER SEQUENZEN: 8 

COMPUTERLESBARE FASSUNG: 
DATENTRAGER: (folgt) 
COMPUTER : 
BETRIEBSSYSTEM: 
SOFTWARE : 

DATEN DER ANMELDUNG: 

ANWALTSAKTE: 5402P132 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 1: 

S EQUENZCHARAKTER I ST I KA : 
LANGE: 21 Basenpaare 
ART : Nukleinsaure 
STRANGFORM : Einzelst rang 
TOPOLOGIE : linear 

HYPOTHET I SCH : JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 1: 
AAGTATGGTG ATGTATTTTC A 



WO 98/17825 



PCT/EP97/05454 



20 



ANGABEN ZU SEQ ID -NO: 2: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 19 Basenpaare 
ART: Nukleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE : linear 

HYPOTHET I SCH : JA 



SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO:2: 
AAACTTTCAT CAGTAACAA 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 3: 

SEQUENZCHARAKTER ISTIKA: 
LANGE: 23 Basenpaare 
ART : Nukleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHET I SCH: JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 3: 
TCTCCAGGTT ATGCTCATAC TAG 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 4: 

SEQUENZ CHARAKTER I ST I KA : 
LANGE: 23 Basenpaare 
ART : Nukleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHET I SCH: JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 4: 
AACAATCAGA ACACTGAATC GAA 
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ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 5: 

SEQUENZ CHARACTER I STIKA : 
LANGE: 30 Basenpaare 
ART : Nukleinsaure 
STRANGFORM : Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHET I SCH : JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 5: 

TCATGAATTT GTTTTGAATG CTAAATTATC 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 6: 

SEQUENZCHARAKTER I ST I KA : 
LANGE : 28 Basenpaare 
ART : Nukleinsaure 
STRANGFORM : Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHET I SCH: JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID-NO : 6 : 

CCAGATTAAT GGAACCAAAA AAATTTGC 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 7: 

SEQUENZCHARAKTERI STIKA : 
LANGE : 30 Basenpaare 
ART : Nukleinsaure 
STRANGFORM : Einzelstrang 
TOPOLOGIE : linear 

HYPOTHET I SCH : JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 7: 

CCTTATTTAC CATTTAGTGG TGGTAGACAT 
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ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 8: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA • 
LANGE: 32 Basenpaare 
ART: Nukleinsaure 
STRANGFORM : Einzelstranq 
TOPOLOGIE: linear 

HYPOTHET I SCH : JA 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 8: 

TTAACTACTT TTATTTATAA TTTAAGATGG AC 



# 
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Patentansoruche 

Verfahren zum Nachweis von resistenten Pilzzellen in 
klinischem Material, mit den Schritten: 

a) Extraktion von Pilz-spezif ischen Nukleinsauren aus 
klinischem Material; und 

b) Kybridisierung der Pilz-spezif ischen Nukleinsauren 
mit Hybridisierungssonden, die gegen Nukleinsaure- 
abschnitte aus Azolderivat -resistenten Pilzzellen 
gerichtet sind. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi 
die Hybridisierungssonden gegen einen DNA-Abschnitt aus 
dem 14-c*-Lanosterol-Demethylase-Gen gerichtet sind. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Hybridisierungssonden gegen einen DNA-Abschnitt aus 
dem 14-a-Lanosterol-Demethylase-Gen (ERG16-Gen) der Spezies 
Candida albicans gerichtet sind. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafi zwischen Schritt a) und b) eine PCR- 
Reaktion durchgefuhrt wird, in der Abschnitte des 14 -a- 
Lanosterol-Demethylase-Gens amplifiziert werden. 

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi 
in der PCR-Reaktion als Primerpaare die Nukleotidsequenzen 
SEQ ID-No: 1 und SEQ ID-No : 2 oder die Nukleotidsequenzen 
SEQ ID-No: 3 und SEQ ID-No : 4 eingesetzt werden. 
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6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet , dafi in Schritt b) eine oder mehrere der 
Nukleotidsequenzen SEQ ID-No : 5 bis 8 des beiliegenden 
Sequenzprotokolls als Hybridisierungssonde eingesetzt 
werden . 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dafi in Schritt b) die Hybridisierungssonden 
mit Digoxigenin markiert werden und in die Southern - 
Hybridisierung eingesetzt werden. 

8 . Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, 
dafi nach dem Hybridisieren zumindest ein Waschschritt bei 
einer Temperatur durchgefiihrt wird, die um ca. 1°C unter 
der Schmelztemperatur (Tm-Wert) der jeweils eingesetzten 
Hybridisierungssonde liegt . 

9. Nukleotidsequenz SEQ ID-No: 1 aus dem beiliegenden Sequenz- 
protokoll. 

10. Nukleotidsequenz SEQ ID-No: 2 aus dem beiliegenden Sequenz - 
protokoll . 

11. Nukleotidsequenz SEQ ID-No: 3 aus dem beiliegenden Sequenz - 
protokoll . 

12. Nukleotidsequenz SEQ ID-No: 4 aus dem beiliegenden Sequenz - 
protokoll . 

13. Nukleotidsequenz SEQ ID-No: 5 aus dem beiliegenden Sequenz - 
protokoll . 

14. Nukleotidsequenz SEQ ID-No: 6 aus dem beiliegenden Sequenz - 
protokoll . 
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15. Nukleotidsequenz SEQ ID-No : 7 aus dem beiliegenden Sequenz- 
protokoll . 

16. Nukleotidsequenz SEQ ID-No: 8 aus dem beiliegenden Sequenz- 
protokoll . 

17. Verwendung der Nukleotidsequenzen SEQ ID-No: 1 und SEQ 
ID-No : 2 als Primer und der Nukleotidsequenzen SEQ ID-No: 
5 und/oder SEQ ID-No: 6 als Hybridisierungssonden in einem 
Verfahren nach exnein der An sp ruche 4 bis 7 . 

18. Verwendung der Nukleotidsequenzen SEQ ID-No : 3 und SEQ 
ID-No: 4 als Primer und der Nukleotidsequenzen SEQ ID-No: 

7 und/oder SEQ ID-No: 8 als Hybridisierungssonden in einem 
Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 7. 

19. Kit zur Analyse von Pilzinf ektionen mit Azolderivat- 
resistenten Pilzstammen, dadurch gekennzeichnet , dafi er 
eine oder mehrere der Nukleotidsequenzen SEQ ID-No: 1 bis 

8 aus den Anspriichen 9 bis 16 enthalt . 

20. Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 
1 bis 8. 
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